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Nitroksolin je znana protibakterijska učinkovina, za katero je bilo odkritih več sekundarnih 
indikacij, izmed katerih velja izpostaviti zaviranje katepsina B in MetAP2. Omenjena 
encima pri prekomernem izražanju in preveliki katalitični aktivnosti sodelujeta pri progresiji 
številnih bolezni.  
Sintetizirali, karakterizirali in biokemijsko smo ovrednotili štiri delno nasičene in nitrirane 
derivate nitroksolina. Izhajali smo iz 8-hidroksikinolina, mu delno nasitili kinolinski obroč 
in nato na različna mesta uvedli nitro skupino. Za substitucijo na meta mesto smo izvedli 
večstopenjsko sintezo. Najprej smo acetilirali aminsko in hidroksilno skupino, nato 
selektivno odščitili hidroksilno skupino ter zatem izvedli še regioselektivno nitriranje. Temu 
je sledila še odščita aminske skupine. 
 
Vse spojine smo ovrednotili v smislu protibakterijskega delovanja ter preverili zmožnost 
zaviranja katepsina B in MetAP2. Medsebojno smo primerjali, kateri izmed pripravljenih 
derivatov ima dobro protibakterijsko delovanje in kateri uspešneje zavira oba encima, nato 
pa smo vrednosti primerjali še z nitroksolinom. Endopeptidazno aktivnost katepsina B 
najbolje zavirata spojini 6 in 9, vendar slabše kot nitroksolin. Pri zaviranju eksopeptidazne 
aktivnost katepsina B sta se kot najboljši pokazali spojini 6 in 9, ki hkrati delujeta tudi bolje 
od nitroksolina. Spojina 8 sicer dobro zavira MetAP2, a slabše kot nitroksolin. Tudi 
protibakterijsko delovanje je daleč najboljše pri nitroksolinu v primerjavi z vsemi 
sintetiziranimi spojinami. 
 
Vzrok slabšega delovanja je strukturna sprememba molekule, in sicer delno nasičenje 
kinolinskega obroča, kar ima precejšnje funkcionalne posledice. Pride namreč do preprečitve 
zmožnosti kelacije dvovalentnih kationov med dušikom na kinolinskem obroču in 
hidroksilno skupino. Kljub temu smo lahko z rezultati zadovoljni, saj smo pridobili derivate, 
ki imajo nizko molekulsko maso in še vedno ohranjajo sposobnost zaviranja obeh encimov. 





Nitroxoline is a known antibacterial drug for which secondary indications were discovered. 
Namely, nitroxoline can inhibit cathepsin B and MetAP2 in the low micromolar and 
nanomolar range, respectively. Overexpression and aberrant activity of these two enzymes 
has been implicated in many processes which are related to pathological conditions. 
Four partly saturated and nitrated nitroxoline derivatives were synthesized, characterized 
and evaluated biochemically. The starting compound for the synthesis was 
8-hydroxyquinoline which was first partially reduced, resulting in ring saturation. The nitro 
group was then introduced at various positions on the partly saturated quinoline ring. To 
achieve substitution at the meta position several synthetic steps were performed. First, the 
acetylation to protect the amino and hydroxyl group was performed, then the hydroxyl group 
was selectively deprotected. Finally, the regioselective nitration was performed, followed by 
the removal of the protection of amino group. 
We assayed the compounds for antibacterial activity and on both enzymes, i.e cathepsin B 
and MetAP2. We compared the results for all newly prepared compounds with the values 
known for nitroxoline. Compounds 6 and 9 showed the best inhibition of the endopeptidase 
activity of cathepsin B, which was not better than determined for nitroxoline. However, both 
6 and 9 did inhibit the exopeptidase activity of cathepsin B better than nitroxoline. 
Compound 8 was proved as the most promising MetAP2 inhibitor, albeit it was less effective 
than nitroxoline. Also, the antibacterial activity is by far the best for nitroxoline in 
comparison with the synthesized compounds. 
Most probably, the underlying cause of worse inhibition is the structural change introduced 
by partial saturation. These compounds loose their ability to chelate bivalent cations between 
the quinoline nitrogen and the hydroxyl group. Nevertheless, the results are encouraging, 
because the prepared compounds retain inhibitory properties in the micromolar range, which 
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Učinkovina s trivialnim imenom nitroksolin oziroma 8-hidroksi-5-nitrokinolin po IUPAC je 
molekula, ki jo poznamo kot zdravilo in se v medicinski praksi uporablja za zdravljenje 
bakterijskih okužb urinarnih poti (Slika 1). Dodatno so bile odkrite tudi sekundarne 
indikacije, ki jim bomo v tem delu namenili posebno pozornost, in sicer zaviranje aktivnosti 
katepsina B in zaviranje aktivnosti metionin aminopeptidaze tipa 2 (MetAP2), pri čemer na 





Slika 1: Skeletna struktura nitroksolina. 
Kot zgoraj omenjeno, je nitroksolin na trgu že uveljavljeno zdravilo, torej ima klinično 
primerne farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti ter nizko toksičnost, s čimer 
dokazuje velik potencial za morebitno uporabo pri zdravljenju patoloških stanj, ki so 
posledica povečane aktivnosti katepsina B ali MetAP2, ali pa kot spojina vodnica za 





1.1.1 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE 
Nitroksolin je peroralni antibiotik z dobro znanimi farmakokinetičnimi lastnostmi v plazmi 
in urinu, ki hkrati in vitro izkazuje aktivnost proti številnim mikroorganizmom, vključno z 
Escherichia coli (E. coli), bakterijam rodu Mycoplasma in drugimi uropatogeni (2, 3). 
Mehanizem delovanja, ki privede do bakteriostatične aktivnosti, poteka preko kelacije 
dvovalentnih kationov, ki so potrebni za normalno delovanje bakterijskih proteinov, kot je 
to na primer bakterijska RNA-polimeraza (2). Preko kelacije Fe2+ in Zn2+ ionov nitroksolin 
zmanjša nastajanje ter pospeši razgradnjo biofilmov, ki jih lahko tvori bakterija 
Pseudomonas aeruginosa (4). Zanimivo je tudi, da so za nitroksolin dokazali fungicidne 
lastnosti (3). 
Običajen dnevni odmerek nitroksolina je 250 mg vsakih 8 ur (750 mg/dan), učinkovina je 
močno podvržena metabolizmu (> 95 %), pri čemer se pretvori v mikrobiološko aktivne 
konjugirane in nekonjugirane derivate (2). 
Dodatno je bilo na podlagi raziskav ugotovljeno, da je protibakterijsko delovanje 
nitroksolina slabše v prisotnosti dvovalentnih kationov Mg2+ in Mn2+, ne pa tudi Ca2+ (3). 
Pride namreč do nastanka kompleksa nitroksolin - kation, pri čemer glede na vrsto 
kovinskega kationa stabilnost kompleksa pada: Mn2+ > Mg2+ > Ca2+ (3). Sposobnost kelacije 
in protibakterijska učinkovitost sta medsebojno povezani ter obe odvisni od vrednosti pH. 
Ob prisotnosti Mg2+ je bilo ugotovljeno zmanjšano prehajanje nitroksolina v celice bakterij. 
Obstaja možnost, da tvorba kompleksa nitroksolin - kovinski kation vpliva in vivo na 
učinkovitost zdravila, še posebno v primeru Mg2+, ki je kvantitativno prevladujoč 








Proteaze, znane tudi kot peptidaze ali proteinaze, so encimi, ki pri proteolizi katalizirajo 
reakcijo hidrolize peptidne vezi proteinov oziroma beljakovin (5). 
Uveljavljena sta dva sistema s pomočjo katerih razvrščamo proteaze, in sicer glede na 
njihovo podobnosti v terciarni strukturi ter glede na mehanizem reakcije pri katalizi peptidne 
vezi (6, 7). Natančno razdelitev lahko najdemo v spletni informacijski bazi podatkov 
MEROPS, pri čemer verzija 12.0 glede na prvi kriterij, torej strukturo, proteaze primarno 
deli v različne klane. Ti so označeni z dvema črkama (AA, AC, CA, itn.), nadaljnja delitev 
teh klanov je v družine, označene z eno črko in arabsko številko kot npr. A2 ter A36, nekatere 
od družin pa se naprej razdelijo še v poddružine, in sicer A2A, A2B (3). Druga uveljavljena 
delitev, to je glede na mehanizem katalize, pa proteaze razdeli v 9 razredov, pri čemer je 
vsakemu dodeljena tudi črka: 
 aspartatne proteaze (A), 
 cisteinske proteaze (C), 
 glutaminske proteaze (G), 
 metalo proteaze (M), 
 asparaginske proteaze (N), 
 mešane oziroma kombinacije proteaz (P), 
 serinske proteaze (S), 
 treoninske proteaze (T) in 
 proteaze z neznanim tipom katalize (U) (7). 
Dodatno lahko proteaze delimo še glede na njihovo eksopeptidazno ali endopeptidazno 
delovanje. Eksopeptidaze so proteaze, ki s hidrolizo odcepijo aminokislino na koncu 
polipeptidne verige, medtem ko endopeptidaze hidrolizirajo peptidno vez na poljubnem 
mestu znotraj peptidne verige (8). Poznamo tudi izjeme, ki izkazujejo tako endopeptidazno 





Proteaze splošno predstavljajo približno 2 % človeškega genoma in uravnavajo usodo, 
porazdelitev ter aktivnost številnih beljakovin. Nadzirajo tudi interakcije med 
beljakovinami, ustvarjajo nove bioaktivne molekule, prispevajo pri obdelavi celičnih 
informacij in generirajo ter okrepijo celične molekulske signale (8, 9). Kot posledica naštetih 
procesov proteaze torej sodelujejo pri podvajanju in prepisovanju DNK, celični proliferaciji, 
morfogenezi tkiv, angiogenezi, nevrogenezi, ovulaciji, oploditvi, celjenju ran, hemostazi, 
koagulaciji krvi, vnetju, imunskemu odzivu, staranju, nekrozi in apoptozi ter še pri številnih 
drugih procesih (9). 
Zaradi tako velike vpletenosti in vloge v organizmu se ob nepravilnem delovanju proteaz 
pojavijo številna patološka stanja, kot so Alzheimerjeva bolezen, kap, rak, številne virusne 
okužbe, nevrodegerativne motnje, vnetja in kardiovaskularne bolezni (8, 9). Farmacevtska 
industrija prav zato posveča veliko pozornost proteazam, saj predstavljajo dobre 













1.3 CISTEINSKE PROTEAZE 
V naravi najdemo cisteinske proteaze skoraj povsod, saj so prisotne v virusih, bakterijah, 
praživalih, rastlinah, sesalcih in glivah (10). Njihovo aktivno mesto sestavlja katalitična 
triada iz His, Asn in Cys pri čemer nukleofilni napad na ogljik v peptidni vezi za izvedbo 
hidrolize poteka prek funkcionalnih skupin –OH in –SH (8). Razvrščene so v 11 različnih 
klanov in dodatno skupino nedefiniranih proteaz, pri čemer je največji CA klan, katerega del 
je tudi družina C1 oziroma družina papainov (7). Ta družina se nadalje deli še na poddružino 
C1A, poddružino C1B in skupino neuvrščenih proteaz (7). 
V poddružini C1A med drugimi proteazami najdemo tudi 11 človeških cisteinskih 
katepsinov, označenih s črkami B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W (11). Prvotno je veljalo 
prepričanje, da omenjeni katepsini sodelujejo le pri terminalni razgradnji proteinov med 
nekrotično in avtofagno celično smrtjo, pa vendar so udeleženi še pri veliko drugih 
fizioloških procesih (preoblikovanje kosti, diferenciacija keratinocitov, aktivacija 
prohormonov, celična proliferacija in apoptoza) (11). Ob nepravilni aktivnosti katepsinov 
tako opazimo številna patološka stanja, med katere sodijo tudi nevrološke motnje, 
kardiovaskularne bolezni, debelost, vnetja in rakava obolenja (11). 
Za zdravljenje teh bolezni in spremljanja njihovih bolezenskih procesov se farmacevtska 
industrija posveča odkrivanju in razvoju novih zaviralcev cisteinskih katepsinov, kamor 








1.3.1 KATEPSIN B 
Katepsin B je lizosomska cisteinska proteaza, ki pripada družini papainov (1, 12). Encim v 
zreli obliki sestoji iz dveh domen, njegovo aktivno mesto pa se nahaja v reži med obema 
domenama in ima obliko črke V. Zgradba katepsina B: 
 leva domena (sestava: 3 alfa vijačnice z N-terminalnim koncem) in 
 desna domena (sestava: 6 beta plošč, ki skupaj tvorijo motiv beta sodčka s 
C-terminalnim koncem) (13). 
 
Slika 2: Struktura človeškega katepsina B v terciarni obliki. Z obliko kroglic in palic so na 
aktivnem mestu prikazani aminokislinski ostanki: Cys108 (rumeno), Asn298 (rožnato), 
His278 in His189 (vijolično) ter zaviralec CA030 v sivi barvi. 
Povzeto po: https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/structure?mid=C01.060 
Encim katepsin B ima endopeptidazno in dipeptidil karboksipeptidazno (eksopeptidazno) 
aktivnost (1). Dvojna aktivnost je posledica zaporne zanke, kar je za katepsin B unikaten 
strukturni element, ki je prisoten nad aktivnim mestom encima in sestavljen iz 20 
aminokislin (1, 14). V eksopeptidazni konformaciji encima dva solna mostička vežeta zanko 
na domeno encima in tako omejujeta dostop substratov do aktivnega mesta. Za še dodatno 
prostorsko omejevanje pa poskrbijo elektrostatske interakcije med konico zaporne zanke 
sestavljene iz His110-His111 para in C-terminalnim koncem substrata (1, 15). Te zapore 
zagotovijo eksopeptidazno aktivnost encima, ki je najbolj optimalna pri pH vrednosti 
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okoli 5, kar je hkrati tudi značilen pH v lizosomih (1). Zaporna zanka pa seveda ni statična, 
kar pomeni, da lahko zaradi lastne prožnosti zanke pride do prekinitve solnih mostičkov, kar 
znatno poveča endopeptidazno aktivnost encima (1). Ta oblika je najbolj stabilna pri 
nevtralni vrednosti pH, ki je značilna za izven lizosomsko in zunajcelično okolje (1). 
1.3.2 Povezava katepsina B z rakom 
Katepsin B ima pomembno vlogo pri vzdrževanju primerne količine proteinov v celici in 
njeno homeostazo, nedavno pa so bile odkrite tudi druge fiziološke vloge in, kar je še bolj 
pomembno, patofiziološke značilnosti (1, 16). Prekomerno izražanje in aktivnost 
katepsina B so namreč odkrili v povezavi z rakom, in sicer pri številnih človeških tumorjih, 
kot so tumorji dojk, materničnega vratu in jajčnikov, debelega črevesja, želodca, glioma, 
pljuč ter ščitnice (12, 15, 16).  
Katepsin B z rakom povezujejo preko procesov, ki omogočajo napredek malignega obolenja, 
torej preko nastanka novih tumorskih celic, angiogeneze, proliferacije in metastaziranja 
(13, 16). Tako znotraj kot zunajcelično prisoten katepsin B lahko razgradi določene proteine 
zunajceličnega matriksa, npr. kolagen tipa IV, laminin in fibronektin, in hkrati aktivira 
proteaze preoteolitične kaskade, s čimer se povzroči učinkovita razgradnja zunajceličnega 
matriksa, tumorska invazija in metastaziranje (1). 
Neovaskularizacijo pri angiogenezi omogočajo rastni hormoni (npr. vaskularni rastni faktor) 
in metalo proteaze preko procesa preoblikovanja zunajceličnega matriksa (13, 17). Ker 
katepsin B, kot omenjeno zgoraj, omogoča razgradnjo zunajceličnega matriksa, dodatno 
spodbuja sproščanje teh rastnih faktorjev, sodeluje pa tudi pri razgradnji zaviralcev metalo 
proteaz (TIMP-1 in TIMP-2), kar omogoči njihovo večjo aktivnost in s tem pospešen proces 






1.3.3 ZAVIRANJE KATEPSINA B 
V splošnem zaviralce glede na izvor delimo na endogene in eksogene. Endogeni zaviralci 
katepsina B so naravnega izvora in skupaj tvorijo naddružino cistatinov, ki je sestavljena iz 
treh družin: stefini, cistatini in kininogeni (19). Eksogeni oziroma sintezni zaviralci, pa so 
molekule relativno nizkih molekulskih mas. Večinski delež teh zaviralcev je osnovan na 
peptidnem skeletu in vsebuje elektrofilno reaktivno skupino, ki z aminokislinskim ostankom 
na aktivnem mestu encima tvori kovalentno vez (reverzibilno ali ireverzibilno) (1, 14). 
Do danes se za zdravljenje raka zaradi slabih farmakokinetičnih lastnosti, neželenih 
stranskih učinkov in toksičnosti še noben izmed zaviralcev katepsina B ne uporablja v 
medicinski praksi (1). 
Raziskave potrjujejo, da zaviranje endopeptidazne aktivnosti katepsina B občutno zmanjša 
razgradnjo zunajceličnega matriksa in s tem posledično tumorsko invazijo, preprečeno pa je 
tudi nastajanje endotelijskih cevk ter s tem rast tumorja in proces metastaziranja (1). 
Zaviranje katepsina B tudi in vivo zmanjša rast tumorja ter razgradnjo kolegena tipa IV, kar 
zmanjša spreminjanje zunajceličnega matriksa, s čimer tovrsten farmakološki pristop 
dokazuje velik potencial za učinkovito zdravljenje raka (1). 
Za nitroksolin je bilo pokazano, da bolj učinkovito zavira endopeptidazno aktivnost 
katepsina B, in sicer s Ki vrednostjo 39.5 µM (14). Večja vezavna afiniteta nitroksolina pri 
endopeptidazni aktivnosti je željena, saj naj bi bila ta oblika katepsina B odgovorna za večino 
patoloških stanj.  
Dodatno izvedene analize odnosa med strukturo in delovanjem za različne derivate 
nitroksolina so pokazale, da sta za učinkovito zaviranje katepsina B nujni tako 8-hidroksi 
kot tudi 5-nitro skupina; njuna zamenjava ali odstranitev je namreč pomenila skoraj 
popolnoma izničeno zmožnost zaviranja tega encima (14). 
S pomočjo kristalne strukture kompleksa katepsin B – nitroksolin je razvidno, da je s 
kinolinskim obročem zapolnjen S2' del aktivnega mesta, najpomembnejšo interakcijo pa 
tvori nitro skupina, ki se veže med oba histidina (His110 ter His111), ki se nahajata v 
posebnem strukturnem delu katepsina B, tj. v zaporni zanki (14). Interakcija je interpretirana 
kot simetrična, saj se kisikova atoma iz nitro skupine vežeta vsak s po enim His iz zaporne 
zanke (14). Položaj nitro skupine je tako skoraj povsem pravokoten glede na kinolinski 
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obroč; prisotnost nitro skupine je torej ključnega pomena za vezavo nitroksolina v aktivno 
mesto katepsina B (14). Hidrofilna hidroksilna skupina na 8 mestu s katepsinom B nima 
posebne interakcije, se pa ob njeni odstranitvi močno poslabša zmožnost zaviranja, kar je 
najverjetneje posledica slabše topnosti molekule (14). Spremembe na ostalih mestih na 
kinolinskem obroču poslabšajo zaviranje, z izjemo substitucije na mestu 7. Tu so možne 
spremembe z vezavo različnih funkcionalnih skupin, ne da bi pri tem onemogočili vezavo v 
aktivno mesto in zmožnost zaviranja (14).  
1.4 METALO PROTEAZE 
Posebna in edinstvena značilnost metalo proteaz je vsebnost kovinskega iona v aktivnem 
mestu encima, ki deluje kot katalizator pri hidrolizi peptidne vezi. Najpogosteje prisoten je 
kation cinka (Zn2+), poznamo pa tudi primere s Co2+, Mn2+ in Fe2+ ioni (20). Kovinski kation 
je v splošnem v aktivnem mestu vezan v skoraj tetraedrični konformaciji, pri čemer je 
stabiliziran s strani treh ligandov, ki jih predstavljajo negativno nabiti aminokislinski ostanki 
(His, Glu, Asp, Lys ali Arg). Četrto koordinacijsko mesto pa pripada molekuli vode, pri 
kateri kisikov atom deluje kot nukleofil za napad ogljika v peptidni vezi, kar nadalje 
omogoča potek hidrolize peptidne vezi (20). 
Metalo proteaze so razvrščene v 15 klanov in dodatno skupino nedefiniranih proteaz. Eden 
izmed njih je klan MG, ki mu pripada družina M24 in se nadalje deli še v poddružino M24A, 
poddružino M24B ter skupino neuvrščenih proteaz. Za to delo je pomembna omemba člana 








1.4.1 METIONIN AMINOPEPTIDAZA 2 
MetAP2 najdemo v vseh organizmih, pomemben pa je predvsem zaradi svoje fiziološke 
vloge, saj sodeluje pri obnavljanju tkiv in razgradnji proteinov. Ima tudi ključno vlogo pri 
procesu angiogeneze; to je proces, potreben za rast in metastazo tumorjev, ki deluje na 
principu nastanka novih krvnih žil. S tem procesom je torej povezano tudi napredovanje 
nekaterih bolezni, kot so npr. revmatoidni artritis in rast tumorja pri raku (21). 
Kot vse metalo proteaze ima tudi MetAP2 centralni kovinski kation, ki igra ključno vlogo 
pri poteku hidrolize in mehanizmu reakcije opisane v prejšnjem poglavju. V fiziološkem 
stanju kaže MetAP2 katalitično aktivnost v prisotnosti več različnih kovinskih ionov, zato 
posledično še ni natančno določeno, kateri kovinski ion je prisoten v aktivnem mestu, pa 
vendar je večina kristaliničnih oblik encima kristaliziralo v prisotnosti Zn2+ ali Co2+ kationov 
(22). 
 
Slika 3: Struktura človeške MetAP2 v terciarni obliki. Večji temno modri krogli na aktivnem 
mestu predstavljajo Co2+ iona, z obliko kroglic in palic pa so prikazane aminokisline Asp251 
in Asp262 (rožnato), His331 (vijolično) ter Glu364 in Glu459 (temno modro). Vijolično 
obarvan je tudi katalitičen His231, medtem ko je vezan zaviralec sive barve. 
Povzeto po: https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/structure?mid=M24.002 
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1.4.2 ZAVIRANJE MetAP-2 
Kot že omenjeno, angiogeneza igra pomembno vlogo pri procesu rasti tumorjev in 
metastaziranju, zato je njeno zaviranje ključnega pomena v boju proti raku. MetAP2 tako 
predstavlja potencialno tarčo za zaviranje angiogeneze, pri čemer poznamo dve skupini 
naravnih produktov, ki preko zaviranja tega encima delujejo antiangiogeno, in sicer derivate 
ovalicina in fumagilina (23, 24). Dokazano pa je bilo tudi, da je učinkovit eksogen zaviralec 
MetAP2 tudi nitroksolin.  
Izvedene raziskave so namreč potrdile uspešno zaviranje aktivnosti MetAP2 in vitro 
(IC50 = 54.8 nM) in pri zaviranju proliferacije celic HUVEC (IC50 = 1.9 µM) (25). 
Nitroksolin je v študiji dokazano zavrl tudi nastajanje endotelijskih cevk v matrigelu in 
zmanjšal kapilarno gostoto in vivo. Testiranje na miših je pokazalo 60 % zmanjšanje 















Polifarmakologija je dokaj nov izraz v farmacevtski kemiji in opisuje farmakološko 
aktivnost spojin na več tarčnih molekulah. Trenutne raziskave na tem področju predstavljajo 
dva vidika polifarmakologije: 
 nepredvidena polifarmakologija; lahko privede do različnih neželenih učinkov in 
celo bolj škoduje kot koristi, 
 načrtovana polifarmakologija; delovanje na več tarčnih molekul, ki so povezane z 
istim patološkim stanjem, kar je ugodno z vidika izboljšanja terapevtske 
učinkovitosti, preprečitve odpornosti na zdravilo in zmanjšanja neželenih učinkov 
(26). 
V sklopu prvega vidika polifarmakologije se raziskave osredotočajo na varnostni vidik 
zdravilnih učinkovin, predvsem s stališča zmanjšanja varnostnega tveganja in metod za 
določitev polifarmakološko delujočih spojin že v začetnih stopnjah pri načrtovanju novih 
zdravilnih učinkovin. Medtem pa drugi del predstavlja prednosti polifarmakologije pri 
zdravljenju večgenskih bolezni in možnost ponovnega odkrivanja oziroma uporabe znanih 
učinkovin, tudi za druge indikacije (angl. Drug repurposing) (26). Mnenja strokovnjakov so 
v določenih segmentih še vedno deljena, saj nekateri menijo, da bi lahko prekomerno 
osredotočanje na razvoj polifarmakološko delujočih učinkovin resno ogrozilo varnostni 
vidik zdravil. Zagovorniki tega pristopa pa menijo, da bi lahko z ustrezno načrtovanimi 
zdravilnimi učinkovinami, ki delujejo na več tarč hkrati, zagotavljali dosti boljšo 
učinkovitost (26). 
Kljub visoki tehnološki naprednosti farmacevtske industrije se še vedno dogaja, da so 
farmacevtska podjetja primorana umakniti zdravilo, ki je že na trgu. To je v veliki meri 
posledica prekomerne toksičnosti ali naknadno odkritih neželenih stranskih učinkov zaradi 
nepredvidenega izkazovanja polifarmakoloških lastnosti učinkovine (26). Prav zato 
polifarmakologija ostaja velik izziv v razvojnem procesu zdravil in tako odpira nove 
možnosti za racionalno načrtovanje novih generacij zdravilnih učinkovin, ki bi ciljno imele 
večjo učinkovitost in manjšo toksičnost na podlagi več tarčnega delovanja (27). 
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1.6 POMEN NASIČENJA SPOJINE 
Pri odkrivanju spojin vodnic je eden od kriterijev, ki se mu posveča velika pozornost, tudi 
prisotnost funkcionalnih skupin, ki imajo pozitiven vpliv na fizikalno-kemijske lastnosti; in 
sicer na molekulsko maso, polarnost, vezi med atomi in prisotnost donorjev ter akceptorjev 
vodikovih vezi (28). V omenjenem viru je podana predpostavka, da veliko molekul med 
odkrivanjem novih spojin vodnic, kliničnih kandidatov in zdravilnih učinkovin odpade 
zaradi neustreznih fizikalno-kemijskih lastnosti molekul, ki so posledica prekomerne 
usmeritve k nekiralnim in aromatskim spojinam (28). Raziskava predlaga dva enostavna 
kriterija kot merilo kompleksnosti molekul in primernost za spojino vodnico. Prvi kriterij je 
prisotnost kiralnega centra, drugi pa stopnja nasičenosti ogljikovih vezi, ki je določena s 
kriterijem Fsp
3 (Fsp
3 = število sp3 hibridiziranih ogljikovih atomov deljeno s številom vseh 
ogljikovih atomov) (28). 
V zgoraj citirani raziskavi je bilo ugotovljeno, da je delež spojin z višjim faktorjem Fsp
3 višji 
pri spojinah, ki so v bolj naprednih stopnjah razvoja nove zdravilne učinkovine. To pomeni, 
da imajo nasičene spojine statistično večjo možnost in potencial, da iz nje pridemo do 
zdravilne učinkovine (28). Enako je bilo ugotovljeno tudi za spojine, ki imajo v strukturi 
enega ali več kiralnih centrov (28). 
Bistvo osredotočenja na večjo nasičenost spojin je možnost doseganja večje kompleksnosti 
spojine in s tem razširitve kemijskega prostora, ki ga molekule lahko zavzamejo (več možnih 
izomerov in večja tridimenzionalna razsežnost molekul) (28). Ob nasičenju spojin seveda 
vplivamo tudi na ostale fizikalne lastnosti molekule. Povečanje nasičenosti oziroma Fsp
3 







2 NAMEN DELA 
Nitroksolin je znana protibakterijska učinkovina, ki se uporablja za zdravljenje urinarnih 
infekcij. Poleg tega so za nitroksolin odkrili še druge farmakološke indikacije, izmed katerih 
velja izpostaviti zaviranje katepsina B in MetAP2. V obeh primerih gre za proteaze, ki 
sodelujejo pri procesih v povezavi s številnimi patološkimi stanji med drugim tudi v 
povezavi z rakom. 
Namen dela je sinteza, karakterizacija in biokemijsko vrednotenje štirih delno nasičenih 
derivatov nitroksolina, ki imajo na različnih mestih na 1,2,3,4-tetrahidrokinolinskem obroču 



























Izhajali bomo iz 8-hidroksikinolina in najprej delno nasitili kinolinski obroč. Izvedli bomo 
pet različnih reakcij in se na podlagi najboljšega izkoristka reakcije ter upoštevanja 
ekonomskega vidika odločili za eno, ki jo bomo tudi večkrat ponovili. Nato bomo na 
dobljeno delno nasičeno molekulo na različna mesta uvedli nitro skupino. Za disubstitucijo 
orto, para in monosubstitucijo orto ali para bomo izvedli neposredno nitriranje molekule z 
ustrezno nitrirno zmesjo ter ustreznimi reakcijskimi pogoji. Za doseg vezave nitro skupine 
na meta mesto pa bo potrebna večstopenjska sintezna pot, pri kateri bomo z acetiliranjem 
najprej zaščitili aminsko in hidroksilno skupino v 8-hidroksi-1,2,3,4-tetrahidrokinolinu. 
Nato bomo selektivno odščitili hidroksilno skupino in izvedli nitriranje pripravljenega 
prekurzorja. Uvedbo nitro skupine na želeno meta mesto glede na hidroksilno skupino bomo 
preverili s spektroskopskimi metodami. Temu bo sledila odščita acetiliranega dušika na 
1,2,3,4-tetrahidrokinolinskem obroču. 
Vse pripravljene molekule bomo biokemijsko ovrednotili na katepsinu B ter MetAP2, hkrati 
pa bomo ovrednotili tudi protibakterijsko delovanje na treh bakterijskih sevih. Vse rezultate 
bomo primerjali z nitroksolinom in tako ugotovili, kako uvedena sprememba strukture 












3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Reagenti in topila 
Za eksperimentalno izvedbo magistrske naloge smo uporabljali različne reagente in topila 
proizvajalcev: Apollo, Scientific, Carlo, Erba, Fluka, Fluorochem, Maybridge, Merck, 
Sigma-Aldrich in Tokyo Chemical Industry. 
3.2 METODE 
Kromatografske metode 
S pomočjo tankoplastne kromatografije (TLC) smo spremljali potek reakcij in predvsem 
postopek čiščenja s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo plošče Merck Silica Gel 
60 F254 z 0.2 mm nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu. Za določitev in detekcijo 
spojin na kromatografskih ploščicah smo uporabljali UV svetilko z valovno dolžino 254 nm 
ali 366 nm. Mobilne faze uporabljene pri TLC so bile vedno sveže pripravljene in so 
navedene pri vsaki spojini posebej. 
Za izvedbo ločbe nastalih produktov smo izbrali kolonsko kromatografijo, pri kateri smo 
glede na količino vzorca oziroma nastale spojine uporabljali različne velikosti kolone. 
Stacionarna fazo je predstavljal silikagel Silica Gel 60 proizvajalca Merck z velikostjo por 
0.063-0.200 nm. 
Reverznofazna visoka ločljiva tekočinska kromatografija (HPLC) za testirane končne 
spojine je bila izvedena na Fakulteti za farmacijo, na Agilent 1100 LC modularnem sistemu, 
opremljenim s fotodiodnim detektorjem, nastavljenim na 254 nm. Uporabljena je bila 
Agilent Eclipse Plus C18 kolona (150 × 4.6 mm; 5 µm), temperirana na 25 °C s pretokom 
1.0 mL/min. Volumen injiciranih vzorcev je znašal 10 µL. Pri eluiranju za A (0.1 % TFA in 
H2O) in B (MeCN) je bila uporabljena splošna metoda: 0-17 min, 10 % B → 90 % B; 





S pomočjo jedrske magnetne resonance (NMR) smo na Bruker Avance III 400 MHz na 
Fakulteti za Farmacijo posneli 1H in 13C spektre spojin. Za interni standard smo uporabili 
TMS, vzorci pa so bili raztopljeni v devteriranih topilih DMSO-d6 in CDCl3. Za procesiranje 
spektrov je bil uporabljen računalniški program MestReC 4.8.6 (Mestrelab Research S.L.). 
Posnetki masnih spektrov so bili izvedeni na Fakulteti za farmacijo, na Thermo Scientific Q 
Exactive Plus masnem spektrometru z HRMS tehniko. 
Biokemijsko vrednotenje spojin 
Za ovrednotenje protibakterijskega delovanja spojin je bila določena minimalna zaviralna 
koncentracija (MIC) na treh različnih bakterijskih sevih (M. smegmatis, E. coli in S. aureus). 
Meritve je izvedla dr. Martina Hrast v sodelovanju z Veterinarsko fakulteto Univerze v 
Ljubljani. 
Pri zaviranju človeškega katepsina B so bile določene Ki in Ki' vrednosti, pri čemer je bil za 
določitev endopeptidazne aktivnosti uporabljen substrat Z-RR-AMC, za eksopeptidazno 
aktivnost pa Abz-GIVRAK(Dnp)-OH. Biokemijsko vrednotenje na katepsin B je izvedla dr. 
Ana Mitrović z Instituta 'Jožef Stefan' v Ljubljani. 
Zaviranje človeške MetAP2 je bilo določeno z vrednostmi IC50 v kombinaciji s štirimi 
različnimi dvovalentnimi kovinskimi kationi v aktivnem mestu encima (Co2+, Mn2+, Ni2+, 
Fe2+). Meritve so bile izvedene na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, izvedla pa 
jih je dr. Kaja Rožman v okviru njenega doktorskega dela. 
Nomenklatura spojin 





4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 DELNO NASIČENJE 8-HIDROKSIKINOLINA 











Slika 5: Reakcijska shema nastanka delno nasičenega 8-hidroksikinolina (1 – izhodna snov, 
2 – produkt). 
Sintezni postopek 
V reakcijsko vialo smo odmerili 20 mL AcOH in v njej raztopil 726 mg (5 mmol) izhodne 
snovi 1, pri čemer se je zmes obarvala močno rumeno. V vialo smo nato ob mešanju dodali 
NaCNBH3 (629 mg, 10 mmol), jo zaprli in pustili mešati pri 50 °C 24 ur. 
Izolacija produkta 
Reakcijsko zmes smo prelili v predhodno pripravljeno mešanico nasičene raztopine Na2CO3 
in CH2Cl2, pri čemer smo opazili izhajanje CO2 zaradi nevtralizacije AcOH. Dobljeni 
mešanici smo pri sobni temperaturi ob mešanju postopoma dodajali nasičeno raztopino 
Na2CO3 toliko časa, da se je nevtralizirala vsa AcOH. Zmes smo nato ločili v liju ločniku, 
vodno fazo pa dodatno sprali s CH2Cl2 (3 × 50 mL). Združene organske faze smo posušili z 
Na2SO4, nato sušilno sredstvo odfiltrirali in odparili topilo pod znižanim tlakom. Spojino 





Masa = 435 mg 
Izkoristek: 58 % 
Rf (EtOAc : heksan = 1 : 1) = 0.51 
HRMS (ESI) m/z [M – H]- za C9H10NO: izračunan 148.0762, izmerjen 148.0764 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1.78 (sim m, 2H, H-3), 2.63 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 
H-4), 3.19 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H-2), 4.92 (br s, 1H, NH), 6.28 (t, J = 7.7. Hz, 1H, 
H-6), 6.28 – 6.38 (m, 1H, H-5), 6.45 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H, H-7), 8.97 (s, 1H, OH) 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 21.77, 26.47, 40.89, 111.37, 114.68, 119.89, 














4.2 UVEDBA ZAŠČITNE SKUPINE (ACETILIRANJE) 













Slika 6: Reakcijska shema uvedbe acetilne skupine na aminsko in hidroksilno skupino 
(2 – predhodno pripravljena delno nasičena spojina, 3 – diacetiliran produkt) 
Sintezni postopek 
V bučko smo natehtali 815 mg (5.46 mmol) spojine 2 in jo raztopili v 8 mL THF ter pustili 
mešati pri 0 °C 20 min. Nato smo po kapljicah dodali DIPEA (16.5 mmol, 2.73 mL) in 
CH3COCl (11 mmol, 0.78 mL) ter nastalo zmes pri sobni temperaturi mešali 1 uro. Reakcijo 
smo prekinili z dodatkom vode (10 mL). 
Izolacija produkta 
Dobljeni zmesi smo dodali 0.5 M HCl (10 mL) in nato produkt ekstrahirali v 
EtOAc (2 × 50 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, nato sušilno sredstvo 







1-Acetil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-8-il acetat (3) 
Masa = 1089 mg 
Izkoristek: 85 % 
Rf (EtOAc) = 0.48 
HRMS (ESI) m/z [M + H]+ za C13H16NO3: izračunan 234.1125, izmerjen 234.1123 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.72 ( br s, 1H, en H od H-3), 2.03 (s, 2H, NCOCH3), 
2.19 (br s, 1H, en H od H-3), 2.25 (s, 3H, OCOCH3), 2.56 (br s, 1H, 
tetrahidrokinolin-H), 2.68 – 2.80 (m, 1H, tetrahidrokinolin-H), 2.88 (br s, 1H, 
tetrahidrokinolin-H), 4.56 ( br s, 1H, tetrahidrokinolin-H), 6.99 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 
1H, H-5), 7.09 (app d, J = 7.3 Hz, 1H, H-7), 7.20 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-6) 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 20.74, 21.62, 24.02, 26.18, 41.08, 120.61, 125.57, 













4.3 ODŠČITA HIDROKSILNE SKUPINE 












Slika 7: Reakcijska shema odščite hidroksilne skupine (3 – predhodno pripravljena spojina, 
4 – produkt) 
Sintezni postopek 
V bučko smo natehtali 1089 mg (46.82 mmol) spojine 3 in jo raztopili v 10 mL THF. Ob 
mešanju smo nato po kapljicah dodajali 1 M NaOH (5 mL) ter mešali pri sobni temperaturi  
še 1 uro. 
Izolacija produkta 
Končni reakcijski zmesi smo dodali 2 M HCl (20 mL), jo ekstrahirali z EtOAc (2 × 20 mL), 
dobljeni organski fazi dodali Na2SO4 ter nato sušilno sredstvo odfiltrirali. Topila smo 
odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Spojino smo dodatno očistili s kolonsko 







Masa = 310 mg 
Izkoristek: 35 % 
Rf (CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1) = 0.48 
HRMS (ESI) m/z [M + H]+ za C11H14NO2: izračunan 192.1019, izmerjen 192.1017 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 2.06 (p, J = 4.6 Hz, 2H, H-3), 2.37 (s, 3H, NCOCH3), 
2.84 (app t, J = 7.5 Hz, 2H, H-4), 3.69 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-2), 6.74 (dd, J = 7.6, 1.3 
Hz, 1H, H-5), 6.91 (app d, J = 8.2 Hz, 1H, H-7), 7.10 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-6), 7.81 
(s, 1H, OH) 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 23.22, 24.04, 26.33, 47.69, 118.17, 120.88, 127.25, 

























Slika 8: Reakcijska shema uvedbe nitro skupine na meta mesto (4 – predhodno pripravljena 
spojina, 5 – produkt) 
Sintezni postopek 
V bučko smo natehtali 310 mg (1.6 mmol) spojine 4, jo raztopili v 15 mL AcOH in ohladili 
na 15 °C. Po kapljicah smo dodali ohlajeno 65 % HNO3 (1.4 ekvivalentov) in mešali 10 min. 
Nato smo v štirih intervalih po 225 µL (skupaj 900 µL) dodali 97 % H2SO4 (10 ekvivalentov) 
in pustili mešati še 10 min. Mešanico smo dodatno pri sobni temperaturi mešali še 1 uro. 
Izolacija produkta 
Reakcijsko zmes smo prelili v predhodno pripravljeno nasičeno raztopino K2CO3 (5 mL) in 
ji dodajali 2 M NaOH toliko časa, da smo dosegli vrednost pH = 8. Zmes smo ekstrahirali v 
EtOAc (2 × 10 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, nato sušilno sredstvo 
odfiltrirali in odparili topilo pod znižanim tlakom. Spojino smo dodatno očistili s kolonsko 
kromatografijo, mobilna faza na začetku CH2Cl2 : MeOH = 60 : 1, nato menjava razmerja 







Masa = 12 mg 
Izkoristek: 3 % 
Rf (CH2Cl2 : MeOH = 9 : 1) = 0.52 
HRMS (ESI) m/z [M - H]- za C11H11N2O4: izračunan 235.0724, izmerjen 235.0724 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1.78 – 1.94 (m, 2H, H-3), 1.98 (s, 3H, NCOCH3), 
2.70 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-4), 3.44 – 3.80 (m, 2H, H-2), 7.60 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-
















4.5 ODŠČITA AMINSKE SKUPINE 
4.5.1 REAKCIJA S HIDRAZIN HIDRATOM 
 











Slika 9: Reakcijska shema odstranitve acetilne zaščite na dušiku (5 – predhodno pripravljena 
spojina, 6 – produkt) 
Sintezni postopek 
V bučki smo 12 mg (0.05 mmol) spojine 5 raztopili v 2 mL EtOH. Dodali smo 25 µL 
hidrazin hidrata in 7.4 mg (0.05 mmol) amonijevega jodida. Pripravljeno zmes smo pri 
temperaturi 66 °C mešali 3 ure, nato pa reakcijo končali z dodatkom 20 mL CH2Cl2. 
Izolacija produkta 
Končno reakcijsko mešanico smo sprali z NaHCO3 (30 mL), jo ekstrahirali s CH2Cl2 
(2 × 20 mL) in dobljeni organski fazi dodali Na2SO4 ter nato sušilno sredstvo odfiltrirali. 
Topila smo odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Spojino smo dodatno očistili s 









Masa = 3 mg 
Izkoristek: 30 % 
Rf (EtOAc : heksan = 1 : 1) = 0.62 
HPLC čistost 95.79 %, tR = 8.81 min (254 nm) 
HRMS (ESI) m/z [M + H]+ za C9H11N2O3: izračunan 195.0770, izmerjen 195.0774 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1.79 (p, J = 6.1 Hz, 2H, H-3), 2.71 (t, J = 6.1 Hz, 
2H, H-4), 3.28 – 3.34 (m, 2H, H-2), 6.58 (br s, 1H, NH), 7.34 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 
H-7), 7.46 (app d, J = 2.5 Hz, 1H, H-5), 10.08 (s, 1H, OH) 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 20.24 (C-3), 26.22 (C-4), 40.46 (C-2), 106.18 












































Slika 10: Reakcijska shema neposrednega nitriranja 1,2,3,4-tetrahidro-8-hidroksikinolina 






V bučki smo 60 mg (0.4 mmol) spojine 2 raztopili v 3 mL H2SO4 in zmes ohladili na 0 °C. 
Nato smo po kapljicah dodajali predhodno ohlajeno nitrirno zmes (1.1 ekvivalenta 65 % 
HNO3 in 2 mL H2SO4) ter pri sobni temperaturi mešali še 30 min. 
Izolacija produkta 
Reakcijsko zmes smo prelili v predhodno pripravljeno nasičeno raztopino K2CO3 (5 mL) in 
ji dodajali 2 M NaOH toliko časa, da smo dosegli vrednost pH = 7. Zmes smo ekstrahirali v 
EtOAc (2 × 10 mL). Združene organske faze smo posušili z Na2SO4, nato sušilno sredstvo 
odfiltrirali in odparili topilo pod znižanim tlakom. Spojino smo dodatno očistili s kolonsko 
kromatografijo, mobilna faza na začetku CH2Cl2 : MeOH = 30 : 1, nato menjava razmerja 
na 15 : 1 in 9 : 1. 
Produkti 
7-Nitro-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-8-ol (7) 
Masa = 3 mg 
Izkoristek: 3.9 % 
HPLC čistost 99.61 %, tR = 8.26 min (254 nm) 
HRMS (ESI) m/z [M - H]- za C9H9N2O3: izračunan 193.0613, izmerjen 193.0610 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.96 (p, J = 5.5. Hz, 2H, H-3), 2.79 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 
H-4), 3.39 (td, J = 5.0, 2.1 Hz, 2H, H-2), 4.50 (br s, 1H, NH), 6.58 (d, J = 8.8 Hz, 1H, 








Masa = 5 mg 
Izkoristek: 6.4 % 
Rf (CH2Cl2 : MeOH = 9 : 1) = 0.28 
HPLC čistost 97.45 %, tR = 5.01 min (254 nm) 
HRMS (ESI) m/z [M - H]- za C9H9N2O3: izračunan 193.0613, izmerjen 193.0616 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.76 (p, J = 5.4 Hz, 2H, H-3), 2.87 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 
H-4), 3.21 (t, J = 5.6 Hz, 2H, H-2), 5.39 (br s, 1H, NH), 6.61 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 
H-7), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-6), 10.56 br (s, 1H, OH) 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 20.81 (C-3), 24.45 (C-4), 40.16 (C-2), 109.99 
(C-7), 112.82, 114.82, 134.87, 141.56, 148.11 
5,7-Dinitro-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-8-ol (9) 
Masa = 5 mg 
Izkoristek: 5.2 % 
HPLC čistost 98.78 %, tR = 11.20 min (254 nm) 
HRMS (ESI) m/z [M - H]- za C9H8N3O5: izračunan 238.0464, izmerjen 238.0469 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.77 (p, J = 5.5 Hz, 2H, H-3), 2.90 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 
H-4), 3.28 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H-2), 7.79 (s, 1H, H-6), resonance za OH in NH 
manjkajo 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.96 (p, J = 5.5 Hz, 2H, H-3), 3.06 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 
H-4), 3.46 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H-2), 4.97 (br s, 1H, NH), 8.06 (s, 1H, H-6), 11.07 
(br s, 1H, OH) 
 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 19.58 (C-3), 24.37 (C-4), 39.85 (C-2), 127.55, 
129.90, 131.62, 137.75, 140.58, 141.80 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 OBRAVNAVA SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 Delno nasičenje 8-hidroksikinolina 
Za izvedbo prve sintezne stopnje, torej delno nasičenje izhodne spojine 8-hidroksikinolina, 
smo izmed pet poskusno izvedenih reakcij (Tabela I) kot najbolj učinkovito izbrali 
reakcijo 1, to je reakcija z natrijevim cianoborhidridom kot reducentom. Na izbiro je poleg 
zadovoljivega izkoristka in relativno enostavnega sinteznega postopka vplivala predvsem 
lahka dostopnost do potrebne količine cenovno ugodnega reagenta. Za pridobitev zadostne 
količine delno nasičenega produkta 2 in za nadaljnje sintezne stopnje smo reakcijo večkrat 
ponovili. Pri začetnih ponovitvah reakcije 1 smo za pridobitev čim večje količine produkta 
spreminjali nekatere pogoje reakcije. Opazili smo, da reakcija bolje poteče pri višji 
temperaturi od sobne, in sicer pri 50 °C, ter tudi, da večja količina vstopnega reagenta 1 
pomeni višjo vrednost izkoristka reakcije. 
Velika ovira reakcije 2, ki jo imenujemo Bircheva redukcija, je kljub dobremu izkoristku 
sam potek sinteze, ki zahteva kontrolo zahtevanih pogojev, saj potrebujemo za izvedbo 
prisotnost amonijaka v tekoči obliki, kar pomeni vzdrževanje reakcije pri 
temperaturi - 60 °C. Pri reakciji smo uporabili litij kot kovino, pri čemer raztopina litija v 
amonijaku generira elektrone, ki reagirajo z aromatskim obročem, s čimer se tvori radikal 
anion. Etanol, ki ga uporabimo pri reakciji, pa je vir protonov, s katerimi se aromatski obroč 
nasiti. 
Poizkusna izvedba reakcije 3, pri kateri smo uporabili diboran kot reducent, je potekla pri 
temperaturi 80 °C. Z dobrim izkoristkom (nad 75 %) in relativno lahkim sinteznim 
postopkom je pokazala velik potencial. Zaradi majhne količine reagenta, ki smo ga imeli na 





Reakcijo 4 lahko obravnavamo kot analog reakcije 1, saj smo pri tej sintezi uporabili natrijev 
borhidrid, ki je tudi reducent hidridnega tipa. Tudi tu smo ob dodatku reagenta raztopljeni 
izhodni snovi opazili burno reakcijo, segrevanje in izhajanje plina CO2. Po izvedbi reakcije 
pri temperaturi 50 °C in čiščenju produkta smo presenetljivo opazili zelo slab izkoristek 
(< 5 %) in v večini izolirali izhodno spojino. Hkrati smo pri tej reakciji zaznali tudi nastajanje 
stranskega produkta, ki ga nismo uspeli identificirati. 
Pri reakciji 5 smo kot reducent uporabili Na vezan na silikagel, s čimer je ohranjena 
sposobnost kovine (tj. natrija) za reakcije redukcij, hkrati pa olajšano rokovanje s takšnim 
reagentom. Za kovine, kot so natrij in kalij, je namreč značilno burno reagiranje z vodo in 
zračno vlago. Po izvedeni reakciji pri temperaturi 0 °C in analizi s TLC smo opazili nastanek 
želenega produkta le v sledovih in precejšno mero izhodnega reagenta, zaradi česar kljub 















Tabela I: Reakcijske sheme poizkusno izvedenih reakcij za pridobitev delno nasičenega 
produkta 2. 









































5.1.2 Uvedba zaščitne skupine (acetiliranje) 
Cilj druge sintezne stopnje je bil zaščita dušika na nastalem nasičenem produktu 2 z reakcijo 
acetiliranja. Pri postopku se acetilira tudi hidroksilna skupina, ki smo jo v naslednji stopnji 
selektivno odščitili. To je potrebno za normalen potek naslednje, četrte stopnje, tj. za 
nitriranje, saj s tem vplivamo na ustrezno usmeritev reakcije in pripenjanje nitro skupine na 
želeno mesto. 
Za izvedbo acetiliranja smo preizkusili dve reakciji (Tabela II). Reakcijo 6 smo izvedli na 
ledeni kopeli (0 °C) ob uporabi acetanhidrida kot elektrofila. Po izolaciji in čiščenju s 
kolonsko kromatografijo smo ugotovili, da je bil izkoristek reakcije presenetljivo nizek 
(< 4 %). 
Izvedba reakcije 7 je pokazala nastanek večjih količin diacetiliranega produkta, zato smo jo 
za pridobitev potrebnih količin ponovili štirikrat. Tu smo kot acetilirni reagent uporabili 
acetil klorid, ki je bolj reaktiven kot prej uporabljen acetanhidrid. Reakcija je potekla z zelo 
dobrim izkoristkom (85 %), pa tudi dodatno čiščenje produkta s kolonsko kromatografijo po 













Tabela II: Reakcijski shemi poizkusno izvedenih reakcij za pridobitev acetiliranega 
produkta 3. 
























5.1.3 Odščita hidroksilne skupine 
Za odščito hidroksilne skupine smo uporabili reakcijo 8, torej hidrolizo z 1 M NaOH in 
pridobili produkt 4 (Slika 11). Uporabili smo predhodno dobljen produkt 3, ki se je brez 
težav raztopil v THF. Ker smo za reakcijo nitriranja v naslednji stopnji želeli imeti povsem 
čist produkt 4, smo kljub minimalnim stranskim produktom, nastalih pri odščiti hidroksilne 











Slika 11: Shema reakcije 8. 
5.1.4 Nitriranje N-acetil-8-hidroksi derivata 
Nitriranje se je izkazalo kot najzahtevnejša stopnja, saj je zahtevala popolno čistost vstopnih 
reagentov. Kljub skrbni kontroli reakcijskih pogojev je poleg želenega nastalo še precej 
stranskih produktov. Poizkusili smo dva postopka nitriranja (Tabela III).  
Po prvem postopku oziroma reakciji 9 smo kot nitrirno zmes uporabili 65 % HNO3 v AcOH. 
Po končani reakciji smo na TLC opazili dve glavni lisi, torej v večini nastanek dveh spojin. 
Izvedena kolonska kromatografija in analiza z NMR spektroskopijo sta pokazali nastanek 
6-nitro produkta (para mesto glede na OH skupino) ter drugih neželenih snovi. Željen meta 
nitriran produkt je bil prisoten le v sledovih. 
Bolj uspešna je bila reakcija 10, pri kateri smo za nitrirno zmes poleg 65 % HNO3 in AcOH 
uporabili še koncentrirano H2SO4. Reakcijo smo izvedli trikrat, na TLC pa venomer opazili 
več nastalih produktov. Ločba s kolonsko kromatografijo in analiza z NMR spektroskopijo 




Tabela III: Reakcijski shemi za nitriranje spojine 4. 













5.1.5 Odščita aminske skupine 
Pri zadnji, peti sintezni stopnji, smo s hidrazin hidratom ob prisotnosti amonijevega jodida 
izvedli reakcijo 11, s katero smo odstranili predhodno uvedeno zaščito aminske skupine 
(Slika 12) in dobili končen željen meta nitriran produkt 6. 
 
Slika 12: Shema reakcije 11 
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5.1.6 Neposredno nitriranje 1,2,3,4-tetrahidro-8-hidroksikinolina 
Za sintezo delno nasičenih derivatov 8-hidroksikinolina z nitro skupino na orto, para in orto 
ter para mestu skupaj ni bila potrebna posebna predpriprava vstopnega reagenta 2 v reakcijo. 
Nitriranje smo izvedli s klasično nitrirno zmesjo, pri čemer smo morali paziti le na število 
ekvivalentov 65 % HNO3, in ugotovili nastanek vseh treh željenih produktov, ki smo jih tudi 




























Slika 13: Shema reakcije 11, nastanek orto nitriranega produkta 7, para nitriranega produkta 
8 ter orto in para nitriranega produkta 9. 
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5.2 REZULTATI BIOKEMIJSKEGA VREDNOTENJA 
5.2.1 Protibakterijsko delovanje 
Vsem sintetiziranim spojinam 2 ter 6-9 so bile določene MIC vrednosti na treh različnih 
sevih, s čimer smo ovrednotili njihovo sposobnost protibakterijskega delovanja (Tabela IV). 














32 µM 4 µg/mL 8 µg/mL 
2 
     
> 250 µM > 128 µg/mL 64 µg/mL 
6 
     
250 µM > 128 µg/mL > 128 µg/mL 
7 
     
> 250 µM > 128 µg/mL > 128 µg/mL 
8 
     
32 µM > 128 µg/mL > 128 µg/mL 
9 
     




Za zaviranje bakterij vrste M. smegmatis se je najbolje izkazal para nitriran produkt 
(spojina 8) z vrednostjo MIC 32 µM. Ostale spojine so imele določene višje vrednost MIC, 
in sicer pri 250 µM. Vrednosti MIC na sevih bakterije E. coli so bile za vse testirane spojine 
enake in so znašale > 128 µg/mL. Opazimo torej, da pozicija nitro skupine na delno 
nasičenem kinolinskem obroču ne igra vloge pri zmožnosti protibakterijskega delovanja na 
E. coli. Najnižja MIC vrednost je bila določena za protibakterijsko delovanje produkta 9 na 
sevih bakterije S. aureus, ki je bila določena pri 16 µg/mL. 
Primerjava nasičenih derivatov z nitroksolinom pokaže, da je nitroksolin pri zaviranju M. 
smegmatis enakovreden produktu 8 (32 µM), pri zaviranju rasti E. coli (MIC 4 µg/mL) ter 
S. aureus (MIC 8 µg/mL) pa se izkaže kot veliko boljši od vseh ostalih prikazanih spojin. 
Lahko torej povzamemo, da nitroksolin izkazuje bolj učinkovito protibakterijsko delovanje 
kot sintetizirane spojine 2 in 6-9, s čimer lahko potrdimo, da vnašanje nasičenosti v strukturo 














5.2.2 Zaviranje aktivnosti katepsina B 
Za vrednotenje zaviralne moči smo eksperimentalno določili vrednosti konstant Ki in Ki' za 
spojine 2 ter 6-9, s čimer opredelimo moč vezavne afinitete spojine na encim. Vrednosti 
konstant nam povedo kolikšna koncentracija spojine je potrebna za doseg polovičnega 
maksimalnega zaviranja. Nižja vrednost konstante torej pomeni boljše zaviranje encima. 
Zaviranje encimov lahko poteka po štirih različnih mehanizmih. Pri kompetitivnem 
mehanizmu zaviranja se na aktivno mesto encima veže zaviralec in s tem prepreči vezavo 
substrata. Proces je reverzibilen in ga ovrednotimo s Ki. O akompetitivnem mehanizmu 
zaviranja govorimo le v primeru ko se zaviralec veže na že obstoječ kompleks encim-substrat 
nereverzibilno in ga ovrednotimo s Ki'. Za nekompetitiven mehanizem zaviranja velja, da se 
zaviralec ne glede na to ali je substrat že vezan na encim ali ne, ta na aktivno mesto encima 
veže enako dobro, medtem ko o mešanem mehanizmu zaviranja govorimo, kadar se 
zaviralec prav zaradi prisotnosti ali odsotnosti substrata veže na aktivno mesto z različno 
afiniteto. Pri slednjih dveh mehanizmih se za ovrednotenje določuje Ki in Ki' vrednosti. 
Endopeptidazno aktivnost katepsina B dobro zavirata spojina 6 s Ki
' = 67.3 ± 11.8 µM in 
spojina 9 s Ki
' = 91.0 ± 7.8 µM, kar je v primerjavi z nitroksolinom, ki ima Ki
' vrednost 
39.5 ± 2.8 µM, le za odtenek slabše zaviranje (Tabela V). Zanimiv pa je podatek, da je pri 
zaviranju eksopeptidazne aktivnosti katepsina B za iste tri spojine slika obrnjena, saj obe 
spojini (6 in 9) z nižjimi Ki
' vrednostmi izkazujeta boljše zaviranja encima kot nitroksolin. 
Precej preseneča tudi dejstvo, da je najbližji delno nasičen analog nitroksolina (spojina 8) 
izkazoval veliko slabše zaviralno delovanje na katepsin B v primerjavi z nitroksolinom. To 
verjetno pomeni, da ima molekula zaradi delno nasičenega značaja povsem drugačno 
prostorsko strukturo, zaradi česar v aktivnem mestu katepsina B zavzame povsem drugačno 








Tabela V: Rezultati določanja zaviralnih konstant in mehanizmov delovanja za nitroksolin 
ter dobljene produkte. 
oznaka struktura 
endopeptidazna 
aktivnost katepsina B 
(Z-RR-AMC) 
eksopeptidazna 































































































5.2.3 Zaviranje aktivnosti MetAP2 
Pri določitvi zaviranja encima MetAP2 je bil uporabljen izoliran človeški encim. 
Vrednotenje je predstavljeno z IC50 vrednostmi, ki izražajo funkcionalno moč zaviralca in 
nam povedo kolikšna koncentracija spojine je potrebna za doseg polovičnega maksimalnega 
zaviranja encima. Eksperimentalno smo primerjavo izvedli s štirimi različnimi 
dvovalentnimi kovinskimi kationi (Co2+, Mn2+, Ni2+, Fe2+). Znano je namreč, da vrsta 
kovinskega kationa v aktivnem mestu encima vpliva tako na delovanje encima kakor tudi na 
zaviralno delovanje vrednotenih spojin. Določene so bile IC50 vrednosti za encime v 
kombinaciji z vsakim kovinskim kationom z vsemi spojinami (Tabela VI), in sicer v 
primerih, ko je bila rezidualna aktivnost (RA) encima pri koncentraciji 125 µM uporabljene 
spojine nižja od 40 %. 
Kot najboljša izmed sintetiziranih se je izkazala spojina 8 (najbližji strukturni analog 
nitroksolina), ki je v nizkem mikromolarnem območju zavirala encim pri uporabi treh od 
štirih kovinskih kationov, in sicer Co2+, Mn2+ in Fe2+. Če primerjamo spojino 8 z 
nitroksolinom pa opazimo, da ima nitroksolin bistveno nižje vrednosti IC50, in sicer 5 µM 
za Co2+, 0.232 µM za Mn2+, 39 µM za Ni2+ in 1.7 ± 0.3 µM za Fe2+, kar kaže na boljše 
zaviralne lastnosti za nitroksolin in to pri vseh izbranih kovinskih kationih. Torej, tudi v 
primeru zaviranja človeške MetAP2 vidimo, da uvajanje nasičenosti v kinolinski obroč 
povzroči upad zaviralne aktivnosti pri sintetiziranih spojinah. Zelo verjeten razlog v primeru 
MetAP2 je ta, da nasičeni derivati nitroksolina niso več sposobni keliranja dvovalentnih 
ionov, kar je glavni mehanizem zaviralnega delovanja nitroksolina pri tem encimu. 
Velja pa izpostaviti dejstvo, da sedaj ti fragmenti (predvsem spojini 2 in 8), ki svojega 
zaviralnega delovanja ne izkazujejo preko keliranja, predpostavljajo izhodišče točke za 
nadaljnjo optimizacijo do izboljšanja zaviralcev MetAP2. Slednji bi zaviralno delovanje 







Tabela VI: Rezultati določanja IC50 vrednosti zaviranja MetAP2 v kombinaciji z različnimi 
kationi za nitroksolin in dobljene produkte. 
oznaka struktura 
MetAP2 kovinski ion 





IC50 = 5 µM 
IC50 = 0.232 
µM 
IC50 = 39 
µM 




IC50 = 6 µM IC50 = 4.7 µM RA = 62 % 





IC50 = 36 µM IC50 = 45 µM 
IC50 = 38 
µM 





IC50 = 68 µM IC50 = 24 µM RA = 50 % 




IC50 = 18 µM IC50 = 1.5 µM RA = 45 % IC50 = 9 µM 
9 
 







V okviru magistrske naloge smo uspešno pripravili štiri delno nasičene in nitrirane derivate 
nitroksolina, ki smo jih nato okarakterizirali in biokemijsko ovrednotili. Nitroksolin je že 
znana protibakterijska učinkovina, za katero je bilo odkritih več sekundarnih farmakoloških 
indikacij, in sicer zaviranje katepsina B ter MetAP2. Gre za proteaze, ki v primeru 
prekomernega izražanja in aktivnosti sodelujejo v procesih, povezanih s patološkimi stanji. 
S pripravljenimi nasičenimi derivati nitroksolina smo lahko primerjali, kako takšna 
sprememba strukture vpliva na protibakterijsko delovanje in zaviranje obeh encimov. 
Pri sintezi smo izhajali iz 8-hidroksikinolina in najprej delno nasitili kinolinski obroč. Orto 
in para ter disubstituiran orto, para nitriran končni produkt smo dobili z neposrednim 
nitriranjem, medtem ko smo za meta produkt izvedli več stopenj sinteze. Z acetiliranjem 
smo najprej zaščitili aminsko in hidroksilno skupino, nato selektivno odščitili hidroksilno 
skupino in izvedli nitriranje ter na koncu odščitili še aminsko skupino. 
Glede na rezultate biokemijskega vrednotenja je razvidno, da v večini primerov uvedba 
nasičenja v molekulo nitroksolina pomeni slabšo zmožnost zaviranja encimov ter manj 
izrazito protibakterijsko delovanje. Vzrok je v samem mehanizmu delovanja, ki pri 
nitroksolinu sloni na zmožnosti keliranja dvovalentnih kovinskih kationov, pri čemer je 
mesto kelacije prisotno med hidroksilno skupino in dušikom na kinolinskem obroču. Ob 
nasičenju spojine dušikov atom ni več element aromatskega obroča ampak v skeletu nastopa 
kot sekundarni amin, saj je nanj vezan proton. To privede do drastičnih sprememb 
fizikalno-kemijskih lastnosti molekule, ki tako izgubi zmožnost keliranja in posledično 
slabše zavira encime. Kljub dejstvu, da je nitroksolin izkazoval najboljše zaviralne lastnosti, 
smo pri vrednotenju spojin v nekaterih primerih opazili celo boljše zaviranje v primerjavi z 
nitroksolinom; npr. spojini 6 in 9 izkazujeta boljše zaviranje eksopeptidazne aktivnosti 
katepsina B, saj tvorita v aktivnem mestu več ugodnih interakcij. Pri vrednotenju na 
MetAP2, pa velja izpostaviti, da nasičeni derivati, kljub strukturni spremembi dobro zavirajo 
encim in to prek drugačnega mehanizma, saj ne morejo kelirati dvovalentnih ionov. Na ta 
način te spojine predstavljajo dobre fragmente, ki jih je v prihodnosti vredno optimizirati v 
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